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The chemoreceptor Tcp of Salmonella enterica is unique in that it mediates attractant responses not only 
to citrate but also to divalent metal cations in the presence of citrate but not in its absence. Tcp has therefore 
been supposed to sense citrate and metal-bound citrate as distinct attractants. In collaboration with this 
laboratory, Dr. Katsumi Imada of Osaka University determined the crystal structure of a periplasmic 
fragment of Tcp. In each ligand-binding pocket of the Tcp homodimer, a Zn2+ ion was accommodated 
with a citrate molecule. In this study, I aimed at understanding the molecular mechanism of ligand 
recognition by Tcp with particular interest in the role of divalent cations. First, I found that EDTA 
dramatically decreased citrate response of the receptor-less Escherichia coli strain expressing Tcp as a 
sole chemoreceptor, and that this inhibition was reversed by the addition of Mg2+. Effects of EDTA and 
Mg2+ on citrate responses of cells expressing several mutant Tcp proteins further support the notion that 
Tcp requires divalent cations for citrate recognition. Next, I purified a periplasmic fragment of Tcp to 
carry out isothermal titration calorimetry (ITC) measurements. However, binding of citrate was not 
detected presumably because the fragment was not stable. I then tried to construct more stable Tcp 
fragments. Out of 6 fragments constructed, the fragment spanning Thr-24 to Ser-186 was less degraded, 
and the introduction of the D35C mutation that promotes dimerization seemed to enhance the stability.  
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１． 緒言 
サルモネラ属細菌は，近縁の大腸菌と異なり，クエン
酸を資化でき，クエン酸に誘引応答する．この応答を媒介
する走化性受容体 Tcp は，菌がクエン酸に対して十分に
適応した後，Mg2+などの二価金属イオンに対する誘引応
答を媒介するという特徴をもつ．二価金属イオンに対す
る応答はクエン酸非存在下では見られないことから，
Tcp はクエン酸-二価金属イオン複合体とクエン酸を異な
る誘引物質として認識するとされてきた[1]． 
Tcp の Asn-67 残基をさまざまなアミノ酸に置換すると，
クエン酸とクエン酸-二価金属イオン複合体に対する応答
に関して，可能な 4 種類全ての表現型を示す変異体が得
られた．N67 が Tcp ホモダイマーのサブユニット界面に
あることから，2 つの誘引物質の識別にはサブユニット
間の協同性が重要であると考えられている[2](図 1)． 
当研究室との共同研究により，今田勝巳博士（大阪大）
は Tcp のペリプラズムドメインの結晶構造を解析し，ク
エン酸結合部位に Zn2+が配位していることを見出した．
したがって，クエン酸結合自体が二価金属イオンに依存
する可能性がある．そこで本研究では，野生型・変異型 Tcp
発現菌の走化性応答解析および定温滴定型熱量解析
(ITC) を用いた Tcp ペリプラズムドメインへのリガンド
結合解析により，クエン酸認識における二価金属イオン
の役割を検討した．細菌の走化性応答を媒介するのは，細
胞膜に局在する二回膜貫通型走化性受容体である． 
 
 
図 1 協同性を考慮した Tcpリガンド結合モデル [3] 
２． 実験方法 
Tcp発現菌のクエン酸応答は，temporal stimulation 
assayによって解析した．全走化性受容体欠失大腸菌株
(HCB339 または UU2612)に Tcpを発現させ，緩衝液 
[10 mM K-PO4 buffer (pH 7.0), 10 mM Na-lactate (pH 
7.0)，10 µM L-methionine]に懸濁した．忌避物質グリセ
ロール（10%）を添加後，さらにさまざまな濃度のクエ
ン酸を添加した．各段階で菌の泳ぎを観察・録画し，画
像解析によりタンブル頻度を算出した． 
Tcpペリプラズム領域 (G25-T189，T24-S186) の遺
伝子断片を発現プラスミドにクローニングし，大腸菌 
HCB436 (∆mcp ∆cheRB) 株を用いて大量発現させ，精
製および結合解析を行った．精製の各段階をサンプリン
グし，抗 Tcp抗体を用いてウエスタンブロッティング法
により検出した．ITC測定は田島ら[4]の方法を用いた． 
 
３． 実験結果と考察 
まず，二価金属イオンキレート剤がクエン酸応答を阻
害するか調べた．0.1 mM EDTA存在下では，Tcp発現菌
の誘引応答に必要なクエン酸濃度が 1桁高くなり，1 mM 
MgCl2を加えると元に戻った．これは，クエン酸応答に二
価金属イオンが必要であることを示唆している．つぎに，
この二価金属イオンの効果は Tcp リガンド結合ポケット
内への結合によるのか検討した．構造情報から，結合ポ
ケット内の二価金属イオンに近接している Asn-152 残基 
を Ala と Arg に置換した 2 種類の変異 Tcp (N152A，
N152R)を構築し，それらを発現する菌の応答を観察した
（当研究室の朝長紗也との共同研究）．1 mM EDTA によ
り低下した野生型 Tcp 発現菌のクエン酸応答は 1 mM 
MgCl2 を加えても回復しない．しかし，Tcp-N152A 発現
菌では，MgCl2添加による回復が見られた．この結果は，
Tcp のリガンド結合ポケット内の二価金属イオンがクエ
ン酸受容に必要という仮説を支持するものである(図 2)． 
 
 
図 2 N152変異 Tcp発現菌のクエン酸応答に 
   対する EDTAと MgCl2の影響 
 
つぎに，「クエン酸二価金属イオン応答」のみが失われた
変異型 Tcp 発現菌の応答を解析した．EDTA 非存在下で
は，いずれの変異型 Tcp 発現菌も，野生型 Tcp 発現菌と
同様のクエン酸応答を示した．しかし，0.1 mM EDTA存
在下では，Tcp-N67Aまたは N67S発現菌の応答に必要な
クエン酸濃度が上昇した．この見かけのクエン酸親和性
の低下は，図１の協同性の変化によると解釈できる． 
 
 
図 3  "Cit+, Metal-cit－"変異型 Tcp発現菌の 
クエン酸応答に対する EDTAの影響 
 
つぎに，Tcpペリプラズム領域を精製し，リガンド結合
の直接解析を試みた．Tcpフラグメント（G25-T189）は
二価金属イオンのみに結合し，二価金属イオン存在下・非
存在下のどちらにおいてもクエン酸には結合しなかった．
精製段階をサンプリングし，ウエスタンブロッティング
で検出すると，分解産物が多かった (図 4)．そこで，構造
情報をもとに疎水性残基を露出させないような新規フラ
グメントを 6 種類構築したところ，最も分解産物が少な
かったのは Tcp（T24-S186）であった (図 4)．強制的に
ダイマー化させるため，サブユニット界面に Cys を導入
したもの（T24-S186, D35C)を精製し ITC解析を行った
が，クエン酸結合は検出されなかった． 
 
 
図 4 新規 Tcp fragmentの安定性．DH5株を用いた試料 
は濁度（OD600）を 10 に換算して 10 l 添加し，HCB436
株を用いた試料はタンパク質総量（BCA 法）が 10 g に
なるように調整した．一次抗体：ウサギ抗 Tcp抗体 
 
４． 結言 
Tcp のクエン酸受容に二価金属イオンが必須であるこ
とが強く示唆された．しかし，Tcp フラグメントは二価金
属イオンの有無にかかわらずクエン酸に結合しなかった．
より分解の少ない新規フラグメントは構築できたが，収
量・純度を上げるためにはさらなる検討が必要である．  
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